





主  論  文 
 
 
（Ternary Complex of Plasmid DNA Electrostatically Assembled with 






















我々は新規化合物であるデンドリマーに注目した。 Polyamidoamine (PAMAM) デ
ンドリマーは、遺伝子ベクターとして有用性が報告されている。しかし、 PAMAM デ
ンドリマー複合体は、細胞障害性、赤血球凝集などの毒性も有している。そこで我々
は PAMAM デンドリマーと plasmid DNA (pDNA) の複合体 (PAMAM dendriplex) に、
医薬品に用いられる chondroitin sulfate (CS) を静電的に結合させることにより、高い
安全性と遺伝子導入効率を有する新しい遺伝子ベクター (CS complex) の開発を試み
た。 
 
方   法 
 ルシフェラーゼをコードした pDNA をモデル核酸医薬品として用いた。 pDNA に
第 5 世代の PAMAM デンドリマーを添加し PAMAM dendriplex を調製した。さらに、 
PAMAM dendriplex に CS を添加し CS complex を作成した。各複合体の粒子径、表
面電荷を Zetasizer Nano ZS で測定した。また、 pDNA 流出の有無をアガロースゲル
電気泳動で確認した。 
 マウスメラノーマの培養細胞 （B16-F10） を用い、各複合体の遺伝子導入効率を 




（Genistein）、マクロピノサイトーシス阻害剤 （Amiloride） を用いた。 
 ddy マウスの尾静脈より各複合体を投与し、6 時間後の各臓器（肝臓、腎臓、脾臓、
心臓、肺）における遺伝子発現を luciferase assay で測定した。 
 
結   果 
調製した PAMAM dendriplex は 65 nm 未満の微粒子で正電荷を示した。B16-F10 
細胞を用いた遺伝子導入実験では、 pDNA の電荷 1 に対し PAMAM デンドリマー
の電荷 4 以上で最大のルシフェラーゼ活性が得られた。しかし、 PAMAM dendriplex 
では高い細胞毒性が認められた。そこで PAMAM dendriplex に様々な電荷比で CS 
を添加し CS complex を作成した。 CS  の電荷比 12 以上で 74 nm 未満の負電荷の
安定な微粒子が形成され、高い遺伝子導入効率を示した。また、 PAMAM dendriplex は
血液凝集を示したが、 CS complex では血液凝集が認められなかった。 B16-F10 細
胞に対する CS complex の遺伝子発現に対する取り込み阻害剤の影響を調べた結果、 
Chlorpromazine と Genistein により有意な減少が観察された。 
複合体をマウスに尾静脈内に投与した結果、いずれも脾臓で高い遺伝子発現が認め
られ、特に CS complex では PAMAM dendriplex に比べ、有意に高い発現を示した。 
 
考   察 
PAMAM dendriplex は、培養細胞に対し高い遺伝子導入効率を示したが、強い細胞
障害と血液凝集を示した。表面の正電荷による細胞膜への強い相互作用によるものと
考えられる。一方、 CS complex は表面が負電荷を示すことから、細胞障害性や血液
凝集を示さなかった。一般的に、アニオン性の遺伝子ベクターの遺伝子導入効率は、
カチオン性の遺伝子ベクターに比べ低いことが知られている。しかし、 CS complex 
は、 PAMAM dendriplex と同等の高い遺伝子導入効率を示した。この高い遺伝子導入
効率は、取り込み阻害剤の遺伝子発現に対する影響の結果から、 CS の特異的な取り
込み機構によるものと考えられた。 CS complex は、主にクラスリン介在性エンドサ
イトーシスにより細胞内へ取り込まれており、 PAMAM dendriplex とは異なる取り込
み機構であることが示された。 
PAMAM dendriplex および CS complex をマウスに尾静脈内投与した結果、脾臓で
選択的に高い遺伝子発現を示した。 CS complex の遺伝子発現は、PAMAM dendriplex
より有意に高かった。今回開発した CS complex は安全性が高く、脾臓で極めて高い
遺伝子発現を示すことから、遺伝子ワクチンなどのベクターとして臨床応用が期待で
きる。 
 
 
（備考）※日本語に限る。2000 字以内で記述。Ａ4版。 
